异基因造血干细胞移植是治疗血液系统肿瘤有效的方法之一，但移植物抗宿主病（graft-versus-host disease，GVHD）和感染限制了其广泛应用。急性GVHD（aGVHD）和慢性GVHD（cGVHD）都具有很高的发生率（10%\~80%与6%\~80%）和死亡率（17%\~19%和30%\~50%）[@b1]。目前免疫抑制剂如激素、环孢素A、他克莫司等是GVHD治疗的主要药物。这些药物一定程度上降低了死亡率，缓解了排异症状，提高了患者生存质量；但缺点是减弱了移植物抗肿瘤效应（graft versus tumor，GVT）和移植物抗细菌病毒效应，增加了疾病复发和感染的风险。故人们希望从研究GVHD发生机制入手，发现特异性调节GVHD的关键环节，对其干预以减轻GVHD而不影响GVT。

目前GVHD发生机制研究主要集中在以下几个方面：①免疫细胞：不同细胞的不同亚群在不同时间不同部位发挥了不同的作用；②细胞因子和化学因子：包括炎症因子和趋化分子，主要介导免疫细胞在免疫器官和靶器官的活化、分化、迁移和增殖；③表面分子：包括免疫细胞表面的共刺激分子、多种白细胞分化抗原分子、模式识别受体，通过在GVHD模型和靶器官中异常表达，可以激活免疫细胞、细胞因子和调节免疫细胞发育；④细胞信号传导：当不同的细胞因子和细胞表面受体结合后，使得细胞外信号传导至细胞内，进而发挥特定的功能如合成特定细胞因子，调节细胞成熟、活化、分化、迁移和增殖功能，其中一些信号分子在其中具有关键作用；⑤其他：如长链非编码RNA及miRNA。这些方面相互联系，相互影响，组成了一个庞大和复杂的网状系统。

信号传导和信号通路一直是生物领域研究的热点，在GVHD研究中亦取得了非常好的结果，甚至部分结果已应用于临床，疗效显著。故我们将信号传导在移植物抗宿主病中的研究进展综述如下。

一、JAK/STAT信号通路

JAK蛋白酪氨酸激酶家族共包括4个成员：JAK1、JAK2、JAK3和TYK2，主要接受各种因子信号转导。JAK1、JAK2和TYK2在各种组织和细胞中都有普遍表达，而JAK3局限于骨髓细胞和淋巴细胞，在活化的T细胞、B细胞及单核细胞中高表达。STAT是一类胞质蛋白，目前哺乳类动物中发现的STAT蛋白家族成员包括STAT1、STAT2、STAT3、STAT4、STAT5a、STAT5b、STAT6。当细胞因子如白细胞介素或干扰素与其受体结合后，激活受体，使得与受体偶联的JAK激酶通过酪氨酸磷酸化作用而活化。活化的JAK激酶催化受体本身的酪氨酸残基磷酸化并形成相应的STAT分子与受体复合物结合的位点。STAT通过其SH2结构域与受体结合，并在JAK的作用下实现磷酸化。激活的STAT分子形成同源或异源二聚体进入细胞核，进而调节靶基因的转录。

JAK/STAT信号通过多种方式调节GVHD的发生。JAK是多个炎症因子的下游信号通路，可介导调节IL-2、IL-4、IL-7、IL-9、IL-15和IL-21多个细胞因子生物学效应。Hechinger等[@b2]研究发现通过抑制JAK1信号通路，可阻断多个细胞因子的生物学效应，避免了既往拮抗单个细胞因子治疗GVHD效果不佳的情况。Heine等[@b3]研究显示树突细胞和T细胞需要JAK信号通路将信号由胞外传导至胞内，阻断JAK信号通路可抑制树突细胞分化、功能、迁移和抑制T细胞增殖并减少细胞因子的产生。

JAK下游通路STAT亦在GVHD中发挥重要作用。Radojcic等[@b4]通过硬皮病样cGVHD小鼠模型研究发现STAT3在CD4^+^ T细胞分化和归巢方面发挥重要作用。阻断STAT3通路可以抑制初始CD4^+^ T细胞分化和影响其归巢，并同时通过胸腺依赖性和非胸腺依赖性通路增强调节性T细胞（Treg细胞）重建。

鲁索替尼（Ruxolitinib）为FDA批准的JAK1和JAK2抑制剂，用于治疗骨髓纤维化和真性红细胞增多症[@b5]--[@b6]。多个研究中心观察了使用鲁索替尼治疗糖皮质激素耐药的难治性GVHD的情况。Zeiser等[@b7]入组95例难治性GVHD患者接受鲁索替尼挽救性治疗，结果显示aGVHD和cGVHD组6个月生存率分别为79.0%（95%*CI* 67.3%\~90.7%）和97.4%（95%*CI* 92.3%\~100.0%）。因为影响GVHD的因素较多，所以不同药物之间疗效的比较非常困难。Martin等[@b8]进行的研究中，79例GVHD患者接受抗GVHD二线治疗，其中使用抗胸腺细胞球蛋白（antithymocyte globulin，ATG）组6个月生存率为44%，鲁索替尼组6个月生存率为81.5%，难治性aGVHD和cGVHD组GVHD复发率分别为6.8%和5.7%。鲁索替尼的不良反应主要在于：①全血细胞减少和CMV感染，但发生率与其他免疫抑制剂如激素、环孢素A、吗替麦考酚酯相近；②减弱GVT。

二、NF-κB信号通路

NF-κB/Rel共包括5个亚基：c-Rel、RelA、RelB、NF-κB1和NF-κB2，这些亚基组成同源二聚体或异源二聚体[@b9]。静息状态时这些蛋白在胞质内与抑制性IκB蛋白结合，处于非激活状态。当膜受体如TNF、IL-1、Toll受体通过信号通路激活NF-κB/Rel时，c-Rel或RelA异二聚体进入细胞核进而对炎症相关蛋白进行转录。在抗原呈递细胞中，通过lymphotoxin-β受体、BAFF受体、CD40，使得p52/RelB异二聚体进入胞核，转录合成专职抗原呈递细胞成熟和抗原提成所需蛋白。

Shono等[@b10]和MacDonald等[@b11]分别研究了c-Rel\[REL\]/p50\[NFKB1\]和RelB\[RELB\]/p52\[NFKB2\]通路在GVHD中的作用。Shono等的实验结果显示异基因造血干细胞移植过程中c-Rel表达上调，在动物实验中敲除c-Rel基因可提高体内IL-2水平，同时伴有Treg细胞扩增。在GVHD动物模型中给予c-Rel抑制剂可减轻GVHD程度且不减轻GVL效应。MacDonald等发现小鼠RelB基因敲除后，抗原呈递细胞数量和功能明显减少下降并伴有Th1细胞分化障碍，GVHD模型中排异症状指标明显减轻。以上结果显示阻断NK-κB使得信号无法由T细胞和树突细胞胞质传递至胞核，从而减轻GVHD症状。Yamanouchi等[@b12]尝试将NK-κB抑制剂脱氢环氧甲基醌霉素（dehydroxymethy-lepoxyquinomicin，DHMEQ）应用于小鼠排异模型，发现DHMEQ可以抑制GVHD，延长存活率。同时发现FR4抗体去除Treg细胞后，DHMEQ减轻GVHD作用减弱。Al-Homsi等[@b13]观察了在临床中使用环孢素A联合硼替佐米预防GVHD的情况，发现实验组树突细胞表面成熟标识表达减低，刺激T细胞增殖的作用减弱，NF-κB表达减低。

三、T-bet信号通路

T-bet属于T-box转录因子，该基因编码的蛋白上带有T-box DNA结构域，主要表达于T细胞。T-bet是促进CD4^+^辅助T细胞向Th1细胞分化，抑制向Th2和Th17定向分化的关键因子[@b14]。T-bet可以启动IFN-γ等位基因的染色质组蛋白修饰从而诱导Th0前体细胞向Th1细胞分化，在启动细胞Th0前体细胞分化后，仍需要T-bet和STAT4来完成IL-12依赖性的Th1分化。此外CXCR3、CCR5、CCL3和CCL4等也受T-bet直接调控，提示T-bet基因参与了Th1细胞的转录调控、趋化、黏附。

因为Th1细胞和IFN-γ在GVHD发生机制中的重要作用，Fu等[@b15]研究发现敲除T-bet基因可以减轻GVHD程度。实验显示T-bet^−/−^树突细胞高表达Trail，而低表达IFN-γ、IL-12/23 p40、CXCL9，导致供者T细胞活化、组织浸润减少，T细胞凋亡增加。该研究同时发现敲除T-bet并不影响GVT。

四、Notch信号通路

Notch受体是高度保守的一种跨膜蛋白，哺乳动物体内共有4种受体（NOTCH1、NOTCH2、NOTCH3和NOTCH4）和两组配体\[Delta样家族（Delta-like1、Delta-like3、Delta4-like4）和Jagged家族（Jagged1、Jagged2）\][@b16]。Notch受体及其配体表达于多种免疫细胞的表面。细胞表面的Notch受体与配体结合后，可启动一系列蛋白剪切的级联反应，最终使得受体胞内段的活性结构域Notch-IC或ICN游离出来，并转位到细胞核中，与转录因子CSL结合。当ICN和CSL结合后，移除了抑制因子并招募协同刺激因子，从而起动有关靶基因的转录过程。Notch信号途径可分别在胞外、胞内和核内3个水平受到多种调节分子的调控。

既往研究显示Notch信号通路可以影响T细胞生理功能，Zhang等[@b17]通过动物模型发现抑制Notch通路可以减轻GVHD并提高存活率，进一步研究发现，抑制Notch通路虽然不影响T细胞的增殖和扩增，但T细胞分泌IL-2和炎症因子的能力下降；同时CD4^+^或CD8^+^细胞中Prf1、Gzmb、Fasl和Tnfsf10等效应分子的表达下降；GVHD靶器官肠道中异源反应性T细胞数量减少。Notch中有众多受体和配体，但是否都与GVHD密切相关？Tran等[@b18]发现使用泛Notch抑制剂可以通过减轻T细胞炎症因子分泌等机制减轻GVHD，但有严重的小肠毒性等不良反应。能否选出更特异的抑制剂以减轻靶点效应（on target effect）呢？进一步研究显示Notch1/Notch2受体和Delta-like1/Delta-like4配体在GVHD中起了关键作用。阻断Notch1/Notch2受体和Delta-like1/Delta-like4配体都可以减轻GVHD程度，但Notch1抑制剂治疗相关毒性较高，而阻断Delta-like1/Delta-like4配体不良反应较小，且即便短暂性阻断Delta-like1/Delta-like4配体，依然可以获得较持久的临床疗效。

五、PD-1信号通路

PD-1由PDCD1编码，属于免疫球蛋白超家族。PD-1作为一个共抑制受体，由胞外段、疏水性跨膜区、胞内段组成，其胞内段含有免疫受体酪氨酸抑制基序、免疫受体酪氨酸转换基序。PD-1有2种配体：PD-L1和PD-L2。在T细胞中，当其配体PD-L与受体PD-1结合后，募集蛋白酪氨酸磷酸酶SHP-2或SHP-1/SHP-2与其胞内段的ITIM和ITSM结合，从而抑制T淋巴细胞增殖和细胞因子的产生。

PD-1/PD-L1是目前研究热点。Fujiwara等[@b19]对受者组织器官PD-L1表达与GVHD关系进行了研究。结果显示在小鼠cGVHD模型中组织器官PD-1表达一过性升高后逐渐下降。在动物模型中将PD-1/PD-L1敲除或使用PD-1、PD-L1和PD-L2抗体封闭PD-1受体和配体可以加重cGVHD，降低总生存率。其机制为组织器官的PD-L1可以抑制IL-17^+^IFN-γ^+^ T细胞的增殖。Am80可以通过抑制PD-1/PD-L1-移植模型中IL-17^+^IFN-γ^+^ T细胞的增殖，进而减轻cGVHD。同样使用PD-1受体激动剂可以减轻GVHD。除了组织细胞外，PD-L1同样表达于T细胞，那么它与GVHD关系如何呢。Saha等[@b20]发现重度GVHD患者供者T细胞PD-L1表达增高；动物模型中，PD-L1^−/−^ T细胞组GVHD程度明显减轻，其机制为T细胞肠道归巢能力减弱、炎症因子产生减少、凋亡增加；T细胞多个生物代谢通路，如有氧糖酵解、氧化磷酸化和脂肪酸代谢等活性减低。因多数PD-1抑制剂临床试验排除了移植患者，故目前文献报道的PD-1抑制剂用于异基因造血干细胞移植后患者病例数仅3例。Villasboas等[@b21]将PD-1抑制剂派姆单抗（pembrolizumab）用于2例霍奇金淋巴瘤患者，同时使用了小剂量激素。在治疗过程中，此2例患者耐受性良好，未见GVHD表现。而Singh等[@b22]报道了1例霍奇金淋巴瘤患者使用派姆单抗时引起严重GVHD。故PD-1抑制剂仍需更多临床资料观察其对GVHD的影响。

六、Syk信号通路

Syk为ZAP70/Syk家族一员，是由两个串联SRC同源2（SH2）结构域和一个C-端激酶区域构成。有三磷酸腺苷（ATP）的结合位点和自磷酸化的酪氨酸残基，是一种非受体型酪氨酸激酶。在Fc受体（IgE-Fc受体、Antigen-Fcγ受体）信号的传导、PAMP/DAMP-SYK信号的传导、B细胞受体信号的传导中具有重要作用。磷酸化的Syk可以激活下游的PLC-γBLNK通路[@b23]--[@b24]。Syk高表达于造血细胞，包括T细胞、B细胞及NK细胞等。Le Huu等[@b25]发现Syk抑制剂可以通过多种途径减轻硬皮病样cGVHD，还发现移植后T细胞、B细胞、CD11b^+^细胞Syk磷酸化增加，给予Syk抑制剂R788后GVHD程度减轻。其机制可能包括R788可以增高CXCR4表达，抑制CD4^+^记忆T细胞扩增，减少产IL-6的CD11b^+^单核细胞和产细胞因子的CD4^+^ T细胞，同时降低了细胞因子和趋化因子在皮肤上的表达。Flynn等[@b26]发现B细胞中Syk的激活在小鼠和人类cGVHD发病机制中有重要作用。在闭塞性细支气管炎cGVHD模型中，敲除Syk或使用Syk抑制剂福他替尼（fostamatinib）均有效减轻GVHD，其机制可能是通过Syk阻断了BCR信号的传导，使得B细胞无法在生发中心正常发育，进而无法合成抗体导致多靶器官的损伤。

七、Btk信号通路

Btk属于非受体蛋白酪氨酸激酶Tec家族一员，由5个结构域组成，分别为PH、TH、SH3、SH2和SH1结构域。Btk是BCR信号通路中的关键激酶。BCR活化后，通过Lyn和Syk蛋白激酶激活Btk。活化的Btk能通过其SH2结构域与衔接蛋白BLNK/SLP65结合，进而磷酸化或活化磷脂酶C-γ2[@b27]，进而引发级联反应最终导致细胞内持续的钙离子内流，并间接激活下游信号通路，如MEK/ERK、p38 MAPK、NK/SAPK通路[@b28]--[@b30]。

Btk可以调节控制B细胞的发育、分化、存活和增殖，故我们可以通过抑制Btk来干预B细胞功能。Btk抑制剂伊布替尼（Ibrutinib）已经被FDA批准用于套细胞淋巴瘤、慢性淋巴细胞白血病治疗。而Btk抑制剂在GVHD初步研究中亦取得了优异的成果。Schutt等[@b31]通过小鼠排异模型显示伊布替尼可明显减轻cGVHD。在Miklos等[@b32]的临床试验中，28例激素耐药cGVHD患者接受了伊布替尼治疗。22例可评价患者中，11例达到部分缓解，1例达到完全缓解。基于以上数据，FDA将伊布替尼列为治疗GVHD突破性药物，已经开展了多中心非盲Ⅰb/Ⅱ期临床试验（NCT02611063）。

八、小结

免疫细胞相应的受体与胞外信号结合后，可以调节免疫细胞生物学特性，如增殖、激活、凋亡、分泌细胞因子、迁移、分化等。其中细胞内信号通路和信号传导作为胞外信号的下游通路，起着传递和放大信号的作用。但由于信号通路及信号传导之间的复杂性，将某一个转录因子作为治疗靶点，以干预GVHD病理生理过程仍然非常困难。但随着各种靶向药的出现和对GVHD发病机制更加深入的理解，通过对引发和维持GVHD的信号转导和转录因子干预和调节，从而减轻GVHD的治疗方式仍然很有潜力并值得期待。
